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RESUMO

O presente trabalho apresenta conteido referente a um projeto de pesquisa em desenvolvimento,
originado na Pratica Profissional Integrada (PPI) do curso Tecnico em Quimica do Instituto Federal
de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha, Campus Panambi. A proposta consiste na adogao
de um método alternativo ao controle quimico de pragas, as quais provocam problemas recorrentes
no cultivo de plantas alimenticias por pequenos produtores da regido, especialmente associadas a
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presenca de mofo. O controle quimico de pragas com agrotoxicos sempre se mostrou muito
eficiente. Porém, alguns agrotdxicos sdo de alto custo ou de alta toxicidade, trazendo possivel
contaminacdo ambiental ou moléstias para seres vivos. Sendo assim, iniciaram-se pesquisas
buscando a elaboracdo de um biopesticida eficaz contra os agentes microbiologicos, em especial 0s
fungos, cuja utilizacdo fosse pratica e vidvel em pequenas planta¢des, reduzindo o custo de producéo
e toxicidade. Desta maneira, foi proposto o uso da Tabernaemontana catharinensis, uma planta
comum na regido, tendo como ponto de partida o conhecimento popular que a circunda quando
utilizada na forma extrato alcodlico. Meios de cultura foram inoculados com alguns fungos, e foram
avaliados extratos da casca e das folhas da planta, em diferentes concentragdes. Os resultados
obtidos até o momento indicam que, ainda que o0s extratos ndo tenham apresentado eficacia em todas
as amostras, em alguns casos houve potencial inibi¢cdo no crescimento de fungos. Com base nestes
resultados, a pesquisa continuara para adequar o extrato a acao antifingica mais eficiente, a partir
de testes laboratoriais complementares e, posteriormente, de testes em campo. Assim, sera possivel
propor a elaboracdo de um biopesticida de maneira simples, como alternativa menos danosa ao meio
ambiente e aos seres vivos.

Palavras—chave: Cobrina, Jasmim, Leiteira de Dois Irméos, Casca de Cobra, Fungicida,
Biopesticida

ABSTRACT

This work presents content related to a research project under development, originated in Integrated
Professional Practice (IPP) of the Technical Course in Chemistry of the Federal Institute of
Education, Science and Technology Farroupilha, Campus Panambi. The proposal consists in the
adoption of an alternative method to chemical pest control, which causes recurrent problems in the
cultivation of food plants by small producers in the region, especially associated with the presence
of mold. Chemical pest control with pesticides has always proved to be very efficient. However,
some pesticides are of high cost or high toxicity, bringing possible environmental contamination or
diseases to living beings. Therefore, research was started seeking the development of an effective
biopesticide against microbiological agents, especially fungi, whose use was practical and viable in
small plantations, reducing the cost of production and toxicity. Thus, it was proposed to use
Tabernaemontana catharinensis, a common plant in the region, having as a starting point the
popular knowledge that surrounds it when used in the form of alcoholic extract. Culture medium
were inoculated with some fungi, and extracts from the bark and the leaves of the plant were
evaluated in different concentrations. The results obtained so far indicate that, although the extracts
were not effective in all samples, there has been inhibition in the growth of fungi. Based on these
results, the research will continue to adapt the extract to the most efficient antifungal action, based
on complementary laboratory tests and, later, field tests. Thus, it will be possible to propose the
preparation of a biopesticide in a simple way, as a less harmful alternative to the environment and
living beings.

Keywords: Cobrina, Jasmine, Milkweed, Snake Skin, Fungicide, Biopesticide

1 INTRODUCAO
O uso de produtos sintéticos de natureza quimica no controle de pragas € o0 método mais
utilizado por produtores, tendo em vista que plantas de facil cultivo, como hortalicas em geral, sdo

muito vulnerdveis a agentes fitopatogénicos diversos. Essa medida é eficiente, garante a
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produtividade e torna vidvel a producdo. Na mesorregido onde o Instituto Federal Farroupilha
Campus Panambi esta inserido — noroeste do Rio Grande do Sul — existem notaveis problemas
relacionados a culturas alimenticias em geral por conta do mofo, cuja proliferacao, principalmente
em hortalicas, é sustentada por conta do clima imido. Num nivel global, os fungos séo responsaveis
por 70 a 80% dos prejuizos na agricultura por microrganismos. Desta maneira, diversas praticas de
cultura e fungicidas sintéticos sdo adotados no controle de doencas, evitando perdas na producéao
(Moore et al., 2001; Brent et al., 2007).

Diversos compostos vém sendo utilizados nesse sentido, como compostos a base de enxofre
ou de cobre, além de elicitadores naturais como a Quitosana e Milsana, cuja eficiéncia ainda néo foi
totalmente comprovada. Os fungicidas mais eficazes séo os compostos cuja formulagdo envolve a
presenca de cobre ou enxofre, especialmente em sistemas organicos de producdo. No entanto, 0 uso
excessivo destes compostos pode ter efeitos toxicos em outros organismos vivos, além de causar
efeitos no meio ambiente. Também tem surgido um grande nimero de fungicidas sintéticos,
principalmente com agéo sistémica e muito mais potentes, acarretando riscos ainda maiores que 0s
produtos mais tradicionais. Assim, € necessario que a preservacao ambiental e a seguranca alimentar
estejam alinhadas ao desenvolvimento de sistemas de producao agricola baseados no uso sustentavel
de pesticidas e na exclusdo daqueles que tém efeitos colaterais inaceitaveis (Kristl et al., 2019; Brent
etal., 2007).

Com base nestas consideracdes, foram avaliadas alternativas de utilizacdo e aplicacdo de
preparacdes naturais derivadas de fontes botanicas da regido. Iniciou-se um projeto de pesquisa cujo
foco tem sido a producgdo de um simples e seguro extrato alcoolico de plantas, cuja confeccdo pode
ser efetuada pelo préprio produtor, em geral pequeno agricultor. A ideia € que este extrato seja capaz
de eliminar ou reduzir os efeitos dos agentes microbioldgicos, em especial os fungos, sem acarretar
danos maiores a vida ou a0 meio ambiente.

Este trabalho propde a utilizacdo da planta Tabernaemontana catharinensis A.DC
(Apocynaceae) (Figura 1) para a producgdo de extrato natural. A planta é popularmente conhecida
como ‘cobrina’, ‘jasmim pipoca’, ‘jasmim catavento’, ‘leiteira de dois irmaos’, ‘casca de cobra’ ou
‘leiteiro de vaca’, e estd presente em paises como Argentina, Uruguai, Paraguai e em varios estados

do Brasil, sendo mais comum na Regido Sul (Giehl, 2020; Tropicos, 2020).
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Figura 1 — Tabernaemontana catharin
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Fonte: autores (2019)

De acordo com Gongalves (2011, p. 15), as especies do género Tabernaemontana estdo
associadas a bioproducdo de triterpenos — usados em fitoterapicos, compostos vitaminicos e
inseticidas — e alcaloides indolicos, principalmente os monoterpénicos. Estes alcaloides do tipo
ind6lico monoterpénicos sdo responsaveis pela maioria das atividades farmacoldgicas relacionadas
com 0 género, das quais pode-se destacar: antileishmaniose, antibacteriana, antitumoral,
hipoglicemiantes, analgésicos, antiacetilcolinesterase, entre outros.

Na medicina popular, a T. catharinensis é utilizada no tratamento de varios distirbios, como
antidoto para peconha de cobra, alivio de dor de dente, vermifugo, agente de eliminacdo de verrugas
e composto anti-inflamatério. Em laboratério, substancias isoladas da planta mostraram atividades
de inativacdo de peconha de cascavel, antitumoral, antioxidante, analgésica e anti-inflamatéria
(Brum et all., 2016; Menecucci et all., 2019).

A T. catharinensis também j& apresentou atividades antifingicas, conforme relatos
apresentados na literatura. FracGes retiradas do extrato etandlico das folhas mostraram atividade
contra as linhagens de fungos Candida albicans, C. glabrata, C. neoformans, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus flavus e A. fumigatus. O extrato etandlico da casca da raiz foi ativo contra
cepas de Trichophyton rubrum. Partes aéreas e extratos etandlicos da casca também apresentaram
atividade contra T. rubrum e Epidermophyton floccosum (Silveira et al., 2017).

E possivel acrescentar que, segundo um estudo toxicolégico mediado por Brum et al. (2016)
feito com camundongos, a toxicidade da T. catharinensis é apontada como leve, possuindo a DLsg
estimada entre 2000 - 5000 mg/kg. O baixo risco de danos aos seres vivos, por parte da planta, é

um fator determinante para se alcangar o objetivo desta pesquisa. Esta caracteristica, aliada ao baixo
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custo de producdo do extrato da planta, serd capaz de prover aos pequenos produtores o uso de um
controle mais seguro dos agentes fitopatogénicos, principalmente na agricultura organica.

Sendo assim, este estudo pretende apresentar os resultados preliminares da avaliagdo da
eficiéncia de extratos da casca e da folha da planta T. catharinensis no combate a fungos que atacam
culturas alimenticias em geral. O etanol foi utilizado como solvente e diferentes concentragdes de
extrato foram testadas em culturas desenvolvidas em laboratério. O projeto tem como contribui¢es
o0 desenvolvimento de um biopesticida de facil preparo, além de estimular o estudo das propriedades

quimicas e medicinais desta planta com grande potencial, favorecendo a conservacéo da especie.

2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados nos laboratorios de Quimica e de Microbiologia do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha, Campus Panambi. Em um
primeiro momento, foram produzidos dois extratos alcodlicos, sendo um a partir das folhas e outro
a partir da casca da T. catharinensis, utilizando o alcool etilico como solvente. Os materiais de
laboratdrio utilizados foram uma balanca analitica, um micro moinho de facas (Marconi MA630/1),
além de béquer e erlenmeyer de 250 mL. Os materiais reagentes foram folhas, cascas de T.
catharinensis e &lcool etilico com 96°GL. Iniciando o procedimento, pesaram-se aproximadamente
3 gramas de folhas em uma balanca analitica. Em seguida, o micromoinho de facas foi utilizado
para reduzir o tamanho das folhas (Figura 2), com o objetivo de aumentar a superficie de contato e
a eficiéncia da extracdo pelo solvente. As folhas moidas foram adicionadas a um erlenmeyer de 250
mL e misturadas a aproximadamente 250 mL de etanol 96°GL. De maneira analoga, o extrato a
partir da casca foi elaborado.

Figura 2 — Micro moinho de facas utilizado na redu¢do de tamanho das folhas (esquerda) e folhas apés a reducéo de

Fonte: autores (2019)
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Na sequéncia, a pratica se voltou para a inoculagdo de placas de Petri, as quais continham,
previamente, um meio de cultura (Sabouraud Dextrose Agar), permitindo a proliferacéo de tais
microrganismos. Para tal procedimento, foi recolhido e higienizado material bioldgico proveniente
de seis plantas diferentes com suspeitas de lesdes provocadas por fungos, sendo estas: Psidium
cattleianum (Araca), Zea mays (Milho), Eugenia uniflora (Pitangueira), Prunus domestica
(Ameixeira), Hibiscus rosa-sinensis (Hibisco) e Melissa officinalis (Erva cidreira). No laboratério,
0s materiais utilizados foram a capela, luvas, tesoura e pinga, previamente esterilizadas com alcool
70°GL, além de uma lamparina. Dentro da capela, com a lamparina acesa para manter o ambiente
estéril, foi utilizada a tesoura para cortar, na planta, a parte infectada e, com a pinca, colocar o
material biolégico na placa de Petri. O procedimento foi realizado com todas as amostras de plantas,
totalizando vinte unidades inoculadas.

A anélise dessas placas de Petri mostrou que em todas ocorreu o desenvolvimento de fungos,
sendo que em cinco delas, em determinados locais das placas, a proliferacdo dos fungos partia,
visualmente, da lesdo existente na planta. Sendo assim, as placas foram identificadas, e utilizadas
para dar prosseguimento as praticas. Entao, o objetivo passou a ser identificar os efeitos dos extratos
sobre o crescimento dos fungos. Adotando a mesma metodologia, foram preparadas 38 novas placas
de Petri, ja contendo 0 meio de cultura (Sabouraud Dextrose Agar), com o auxilio de al¢ca de
inoculagdo, da pipeta de Pasteur, da capela, da lamparina e de luvas. Os materiais reagentes
utilizados foram o extrato da folha de cobrina, o extrato da casca de cobrina e amostras de fungos.

Foram adicionadas na placa de Petri, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, algumas gotas
de extrato e, dentro da capela, com uma alga de inoculagéo, foi retirada uma amostra de fungo e
inoculada tal placa de Petri, no lado oposto aquele em que foi colocado o extrato. O procedimento
foi realizado nas 38 placas, alternando a amostra da qual o fungo era proveniente, o tipo e a
quantidade de extrato. O material também foi analisado por microscépio 6tico, com o auxilio de
alca de inoculacdo e laminas. Com a alc¢a de inoculacgdo, colocaram-se, em cinco laminas diferentes,
cinco amostras de fungos, as quais foram observadas na lente objetiva com aumento de 40x.

Em um segundo momento, o foco dos procedimentos voltou-se para a modificagdo dos
extratos produzidos. Nesse sentido, procurou-se realizar a concentracdo dos extratos para avaliar
seu poder antifungico nessas condigdes. Desta maneira, foi utilizado um evaporador a vicuo para a
remogdo do solvente. Aproximadamente 50 mL de cada extrato foram colocados em um baldo
volumétrico de fundo redondo, acoplado a uma bomba de vacuo, estando o equipamento a uma
pressdo de 460 mmHg. A evaporacgdo do etanol presente nos extratos ocorreu entre 55°C e 57°C,

por aproximadamente 30 minutos.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 45050-45059 jul. 2020. ISSN 2525-8761




Jrazilian Journal of Development

Entéo, foram feitas novas inoculagdes utilizando 18 placas de Petri, todas contendo o meio de
cultura (Sabouraud Dextrose Agar). Em 2 placas foi colocado apenas etanol 96°GL. Em 4 placas,
ndo foi colocado nenhum material. Em 3 placas foi colocado extrato concentrado da casca e em
outras 3, extrato concentrado da folha de cobrina. Por fim, em 3 placas foi colocado extrato ndo
concentrado da casca e em outras 3, extrato ndo concentrado da folha de T. catharinensis,
totalizando as 18 amostras. Apos alguns dias de repouso a temperatura ambiente, todas as 18 placas
de Petri foram inoculadas, colocando-se a amostra do fungo no centro de cada placa de Petri. Tais
amostras de fungo utilizadas foram provenientes de uma mesma placa de Petri em funcdo de
apresentar, visualmente, uma proliferacdo homogénea dos microrganismos, sem indicios de
contaminagé@o. Considerando a mesma metodologia utilizada anteriormente, foram inoculadas 20
placas de Petri, onde 2 placas continham apenas o meio de cultura, 2 placas continham etanol
96°GL, 5 placas continham extrato de folha ndo concentrado, 4 placas continham extrato de folha
concentrado, 4 placas continham extrato de casca ndo concentrado e 3 placas continham extrato de

casca concentrado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a observagdo das estruturas de frutificacdo das amostras, em microscopio optico, foi
possivel a distingdo de dois fungos, o Rhizopus (causador de bolor, as vezes parasita) e o Alternaria
(causador de moléstias em plantas e alergias em humanos), como mostrado na Figura 2 (Ribeiro
2003; Muniz 2018).

Figura 2 — Fungos identificados no tratamento de amostras Rhizopus (esquerda) e Alternaria (direita)

Fonte: autores (2019)

A partir das préticas iniciais, verificou-se a proliferacdo dos fungos em todas as placas de Petri
que foram inoculadas, consolidando o primeiro objetivo da pesquisa, como € possivel observar-se
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na Figura 3 (esquerda). J& em relagdo a capacidade de inibi¢do de crescimento dos fungos por parte
dos extratos, observaram-se em algumas placas resultados positivos, onde, visualmente, a
proliferacdo de tais microrganismos era freada pela presenca do extrato. Ja em outras, resultados
ndo assertivos, devido a proliferacdo ter se espalhado por toda a extensdo da placa. Entretanto, de
acordo com observagdes feitas em relacdo a testes mais recentes, onde a metodologia foi, em partes,
destoante daquela usada inicialmente, foi possivel contemplar que o crescimento fungico se mostrou

diminuido frente a presenca do extrato de casca, como nota-se na Figura 3 (direita).

Figura 3 — Inoculacdo da Amostra 5 (esquerda); Baixa taxa de crescimento no teste com Alternaria (direita)
e=rolka
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Fonte: autores (2019)

Sendo assim, a partir dos testes realizados até 0 momento, nédo € possivel comprovar a total
eficacia dos extratos produzidos, bem como qual extrato se apresenta de maneira mais eficiente ou
qual a quantidade e concentracdo de extrato ideal para a completa inibicdo. No entanto, é possivel
identificar que existe um potencial principio ativo na T. catharinensis em relacdo a inibicdo de tais
microrganismos. Com a observacdo e analise das placas, foi possivel quantificar os resultados em
numeros e dados, colocados na Tabela 1. Verifica-se que, embora o etanol tenha um efeito positivo
na inibicdo por si s, a presenca da folha e da casca (na forma de extrato), especialmente nas
condicdes de concentracdo dos extratos, foi muito interessante, evidenciando o potencial do material
e indicando novos caminhos de pesquisa, especialmente em relacéo a concentracdo dos extratos e a

testes em plantas em condi¢des ambientais.
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Tabela 1 — Area absoluta e percentual ocupada pelo fungo de acordo com cada metodologia proposta no teste com
Alternaria.

Metodologias Area (mm?) % da area das Placas
Controle Negativo 3136,29 44,24
Controle Negativo + Etanol (1,5mL) 413,31 5,83
Extrato Folha (1,5mL) 86,98 1,22
Extrato Folha (2mL) 123,50 1,74
Extrato Casca (1,5mL) 159,04 2,24
Extrato Casca (2mL) 0 0
Extrato Folha Conc. (1,5mL) 130,55 1,09
Extrato Folha Conc. (2mL) 0 0
Extrato Casca Conc. (2mL) 0 0
4 CONCLUSOES

O trabalho buscou avaliar a eficiéncia de um fungicida natural a ser utilizado na agricultura.
As premissas do trabalho previam o uso de técnicas simples, utilizando reagentes de fécil acesso e
produtos naturais disponiveis. Nesse sentido, cascas e folhas da planta Tabernaemontana
catharinensis, comum na regido, foram utilizadas na obtencdo de um extrato alco6lico de simples
preparo, manuseio e aplicacdo. Até a etapa atual de execucdo do projeto, foi possivel concluir que
0s extratos produzidos ainda ndo apresentaram eficacia em todas as amostras, mas notou-se inibicéo
do crescimento de fungo. No entanto, as praticas deste trabalho terdo continuidade com o objetivo
de chegar a resultados mais amplos e técnicas mais assertivas. Além da modificacdo das
concentracgdes, o tipo de solvente sera alterado e testes serdo realizados, assim que possivel, em
plantas nas condi¢cdes ambientais. Assim como as préaticas, as pesquisas terdo continuidade, focando
nas propriedades da T. catharinensis, visando o uso adequado dos extratos, sem causar danos ao

meio ambiente, assim como a salde humana.
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